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Die Plantamed Arzneimittel GmbH in Neumarkt. Oberpf/Deutschland hat eine 
Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Verwendung von Extrakten aus Cimicifuga racemosa und 
Belamcanda sinensis als estrogenartiges organselektives 
Arzneimittel ohne uterotrope Wirkung" 



am 19. Marz 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 



Das angeheftete Stuck ist eine richtige und genaue Wiedergabe der urspriing- 
lichen Unterlage dieser Patentanmeldung. 



CO 




Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig das Symbol 
A 61 K 35/78 der Intemationalen Patentklassifikation erhalten. 



Munchen. den 19. April 1999 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 
Im Auftrag 




Aktenzeichen: 198 12 204.7 
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Verwendung von Extrakten aus Ctmicifuga racemosa und Belamcanda sinensis 
als estrogenartiges organselektives Arzneimittel ohne uterotrope Wirkung 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Extrakten aus Cimicifuga 
racemosa als estrogenartiges organselektives Arzneimittel gemaB Anspruch 1 sovAe 
die Verwendung von Extrakten aus Belamcanda sinensis als estrogenartiges 
organselektives Arzneimittel gemaft Anspruch 2. 

Sowohl von Extrakten aus Cimicifuga racemosa als auch aus Belamcanda sinensis 
ist aus der Volksmedizin bekannt, dali sie peri- und postmenopausal Beschwerden 
A^^^ llndem konnen. 

Dies wurde bislang darauf zuruckgefuhrt, daB die Extrakte beider pfianzlicher 
Drogen estrogenartige Wirkung mit alien deren nachteiligen Wirkungen auf eine 
Vielzahl von Organen des menschlichen Korpers, insbesondere Vaginalschleimhaut, 
Uterus, Ovarien, Knochen. GefaGe, Mineral- und Fettstoffwechsel usw. aufweisen. 



Nachteilig hieran ist es jedoch, dalJ bislang kein Arzneimittel aus diesen 
Pflanzendrogen im Stand der Technik zur Verfugung stand, welches zu einer 
organselektiven Prophylaxe oder Therapie verwendet werden kann. 

^^^^Ausgehend von diesem Stand der Technik ist es daher Aufgabe der vorliegenden 
Erfindung, ein pflanzliches Arzneimittel mit estrogenartiger Wirkung zur Verfugung 
zu stellen, das eine organselektive Wirkung aufweist. 

Die Losung dieser Aufgabe erfolgt durch die Merkmale des Anspruch 1 bezuglich 
der Verwendung von Extrakten aus Cimicifuga racemosa. 

Die obige Aufgabe wird femer durch die Merkmale des Anspruchs 2 bezuglich 
Belamcanda sinensis. 



Bei in vitro- und in vivo- Versuchen hat sich uberraschend herausgestellt, daS die 
Extrakte (sowohl CO2- als auch Losungsmittelextrakte) aus Cimicifuga racemosa 
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und/oder Belamcanda sinensis org&n%e3ektiv auT sowbW alif cfe6«F^oehensjstenn[als 
auch auf daB GefalSsystem wirken* wo6ei eune utVrotrope Wirkung im wesentlichen 
fehlt. 

Daher sind die erfindungsgemaB veoA^ndeten Extrakte zur Herstellung eines fertig 
fomnulierten Mittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von kardiovaskularen 
Erkrankungen, insbesondere Atherosklerose, geeignet. 

Die Untersuchungen fur die Wirksamkeit in diesem Indikationsspektrum wurde an 
dem bekannten Atherosklerose-Modell von Elger et al. 1995 durchgefuhrt (Elger, W., 
Schwarz, S.. Siemann. H.-J., Reddersen, G., Schneider. B. [1995] Exp. Clin. Endocr, 
Diabetes 103:93 V 58) 

Sie sind femer zur Herstellung eines fertig formulierten Mittels zur Behandlung 
und/oder Prophylaxe der Osteoporose, geeignet. 

Die Untersuchungen fur die Wirksamkeit in diesem Indikationsspektrum wurde an 
dem bekannten Osteoporose-Modell von Fujimoto et al. (1983) und Uebelhart et al. 
(1990) durchgefuhrt (Fujimoto. D. Suzuki. M.. Uchiyama A.. Miyamoto S. Inoue T. 
[1983] J. Biochem. 94. 1133-1136; Uebelhart D.. Gineyts E.. Chapuy M.-C. P:D. 
[1990] Bone and Material 8, 87-96) 

Bevorzugt werden Rhizome, Stengel, Blatter und Blutenbatter der Pflanzen zur 
Herstellung der Extrakte verwendet. 

Mit den erfindungsgemaBen Arzneimittein stehen erstmals Mittel aus Cimicifuga 
racemosa und Belamcanda sinensis zur Verfugung, welche als voile 
Estrogenrezeptor-Agonisten in Knochen und dem kardiovaskularen System 
fungieren. 

Experimenteller Nachweis der estrogenen Wirkung von Cimicifuga racemosa und 
Belamcanda sinensis 



1. Estradiol Radioimmunoassay mit Cimicifuga racemosa Extrakt 



Vergleich der organischen und >^^ssrigen Phase von CR. Die Konzentration der 
Ausgangslosungen ist jeweils 17.66 mg/ml. Es folgen Verdunnungen 1:2, 1:4 etc. bis 
1:64: 



wassrige & organische Phase CR, E2-RIA 
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2. Estrogenrezeptor-Assay mtt Cimictfuga racemosa Extrakt 

Auch mit diesem Test konnte gezeigt werden, daB ein estrogener Effekt vorliegt. 




' 3, Transaktivierender Effekt von Cimicifugaextrakt 




3. Reportergen-Assay Oder Transaktivierende Wirkung 

gentechnisch veranderten Mamma-Ca-Zellen wird eine estradiolrezeptor- 
vermittelte Aktion durch Cimicifuga-Extrakt in der Zelle beobachtet (=Agonist), die 
durch den Antagonisten ICI 182780 unterdrCickt >A^rd. 




4. Nachweis einer estrogenen Wirkung an Uterus und Vagina der 
ovarektomierten Ratte 

'A 

Die ovarektomierte Ratte gilt als Modell fur die postmenopausale Frau, bei der die 
endogene Estradiol-Produktion zum Eriiegen gekommen ist. Durch die exteme 
Zufuhr von Estradiol Oder Stoffen die estrogenartig wirken kommt es zu einer 
Restauration estrogensensibler Parameter wie Zunahme des Uterusge>Mchtes, dem 
Auflreten von Schollen-Epithelzellen am Vaginalepithel und einem Absinken des LH- 
Spiegels. 

Es werden weibliche Sprague-Dawley-Ratten mit einem durchschnittlichen Gewicht 
von 240 g. Nach einer Eingewohnungszeit von 7 Tagen werden die Tiere 
ovariektomiert. 
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Die Tiere erhalten fruhestens l54*T^ge nach ^der •Oyarelftofnie* die^jeW 
Prufsubstanz in der vorgesehenen Konzentration* *b2w. die Vehikellosung Oder 
Scheinfutterung einmal taglich morgens uber einen Zeitraum von 8 Tagen. 
Entsprechend den zu verabreichenden Prufsubstanzen und den vorgesehenen 
Konzentrationen werden 8 Behandlungsgruppen a 12 Tiere (Gruppe 1-8) sowie 2 
Kontrollgruppen (Gruppe 9-10; per os Gabe von CMC vs. unbehandelte Ratten) a 9 
Tiere gebildet. 



Die Totung erfolgt an Tag 8, genau 3 Stunden nach der letztmaligen oralen 
Applikation. 



Prufsubstanzen : 

VEH Vehikel fur die orale Applikation p.o. CMC 

CE Cimicifuga-Trockenextrakt 96217 p.o. CMC 

DC-0 Dichlormethanextrakt von CE. p.o. CMC 

DC-IP Dichlormethanextrakt von CE, i.p. Migliol 



1500 mg/kg KG 
184,5 mg/kg KG 
184,5 mg/kg KG 



Referenzsubstanz: 17B-Estradiol-Valerat: Firma Sigma-Chemie, 

Deisenhofen, Bestell-Nr. 1631. 



D-82039 




Zur Herstellung der Suspensionen soysAe als Kontroll-Losung wurde 0.5 %ige 
Losung CMC (High Viscosity 1500 - 3000. Firma Sigma-Chemie, D-82039 
Deisenhofen,) venvendet. 

Messparameter : 
Bestimmung des Korpergewichts. 
Uterusgewicht, Feuchtgewicht, 
Vaginalabstrich, 

LH und PRL-Doppelbestimmung mittels RIA, 

Radioimmunoassay fur die Messung der Hormone Prolaktin und LH 

Radioimmunoassay fur die Messung Estradiol-lmmunreaktivitat im Serum 



Die Trockenextrakt-Dosis \A^r um das zehnfache der hochsten 

Dosis des ersten Versuches gesteigert >A/orden. Es \A/urde der 
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Trockenextrakt (per os) und dieC dqfiivalente* Menge yor^ avf* • 

• « •••• •••• •• • •• 

diesem Trockenextrakt hergestellten Chloroformextrakt gegeben. 

Um den Einfluss der Magen-Darm-Leberpassage abzuschatzen, 
wurde der Chloroformextrakt einmal per os in einem Dickungsmittel 
und einmal i.p. in dem synthetischen Triglycerid Miglyol gegeben 

Aus praktischen Grunden wurde keine Dosisanpassung an das 
Gewicht vorgenommen und alien Tieren die gleiche Dosis. verteilt 
auf zwei Gaben, appliziert. Die tatsachliche applizierte Dosis auf 
das Korpergewicht bezogen, lag etwas uber 1600 mg/kg. 

LH*Spiegel am Tag 4 in ng/ml 

Uterusgewichte 

Nur nach intraperitonealer Gabe kommt es zu einem schwachen Anstieg des 
Uterusge\A/ichtes und zu einem Absinken des LH an Tag 4 und (schvA/acher) an Tag 
8. 

Die estrogene Wirkung von Cimicifuga auf den Uterus ist nur schwach ausgepragt. 



Estrogen-lmmunoreaktivitat im 
Dekapitationsblut, E2-R1A UFK 




Die Proben liegen gut in der STD-Kurve. * = p < 0.05 vs. VEH, ANOVA, Dunnett^s 
multiple range Test. 



D.h. Bei ovarektomierten Ratten, die selbst nur noch sehr wenig Estradiol 

produzieren -in der Vehikelgruppe noch etwa 7 pg/IOpl Blut - werden signifikant 

-7- 



• • • • • • • • — • • • • • 

^ m mm •••• ••• 

• • • • 



erhohte Spiegel von estrogen-immunreaktiven ^Subetanzerr^prkanntt-yJiff'^us 

• • •••••••• •• • 

Cimicifuga stammen und im Blut der Tiere verfugbar sind. 



• • • • 
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Urrv-KIA, pg/1CJ|Jl 
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E2-Rezeptorexpression in der POA. n = 5 
(signifikant wenn einseitige Teste verwendet 
werden) 




I DC oral 
IVehikel 



DC oral 



Vehikel 



6r>tefiWHmg-xleiLgrets etzu i iy v on Hrogester ' OF! dus G i d i iu l usa-ze He«<lucc<vGR 



-9- 




-10- 




6. In humanen Granulosazellen inhibiert Estradiol die Freisetzung von Progesteron 
und Androstendion. Den gleichen Effekt kann man mit Cimicifuga Extrakt auslosen, 
^Ij^^d.h. es liegt ein eindeutiger estrogene Wirkung vor. Dies wird weiter erhartet durch 
^^^^die Tatsache, dass der Estradiolrezeptoragonist Tamoxifen, mit dem die 
Bindungsstelle fur Estrogen besetzt \Mrd, ohne dass es zu einer Wirkung in der Zelle 
kommt, die Wirkung von Cimicifuga - Extrakt auf die Progesteronfreisetzung 
abschwacht. Das bedeutet, das der Effekt von Cimicifuga-Extrakt nicht unspezifisch 
ist, sondem spezifisch uber den Estrogenrezeptor vermittelt wird. 

Samtliche oben aufgefuhrten Untersuchungen wurden auch mit Extrakten von 
Belamcanda sinensis durchgefuhrt und zeigten im wesentlichen dieselben 
Ergebnisse. 

Estrogene Aktivitat von Cimicifuga racemosa und Belamcanda sinensis 
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1. E2 RIA (Radio-lmmunoAssay) 

ein gegen Estradiol gerichteter Antikorper erkennt Molekule, die eine partielle 
strukturelle Ahnlichkeit mit Estradiol haben. 

2. Rezeptor-Bindungsassay 

Die Ahnlichkeit der bindenden Substanz mit Estradiol muss so groB sein, dass eine 
selektive (kompetitive) Interaktion mit dem Estradiolrezeptor in einer zellfreien 
Preparation stattfinden kann. Die Bindung an den Rezeptor ist sehr selektiv; es kann 
aber nicht ausgesagt werden, ob die nachgeschalteten Prozesse in der Zelle 
gefordert Oder gehemmt werden ( Agonist oder Antagonist) 

3. Reportergen-Assay oder Transaktivierung 

An gentechnisch veranderten Mamma-Ca-Zellen wird eine estradiolrezeptor- 
vermittelte Aktion durch Cimicifuga-Extrakt in der Zelle gemessen (=Agonist) 

(Lipophile) Inhaltsstoffe von Cimicifuga racemosa und Belamcanda sinensis geben 
in alien drei Systemen eine positive Ant\A/ort. Bei 2 und 3 allerdings erst in nach 
einer starken Anreicherung. 

4. Am ovarektomierten Ganztier werden keine oder nur sehr schwache estrogene 
Wirkungen auf Uterus und Vagina gemessen. 

Die Wirkung auf die Hypophyse (LH-Absenkung) wird nur in sehr hohen 
Konzentrationen deutlich. 

5. Aus Bindungsstudien an ZNS -Rezeptoren ergeben sich Hinweise auf eine 
mogliche zentralnervose Wirkung. 

6. In humanen Granulosazellen inhibiert Estradiol die Freisetzung von Progesteron. 
Den gleichen Effekt kann man mit Cimicifuga Extrakt auslosen, d.h. es liegt ein 
eindeutiger estrogene Wirkung vor. Dies wird weiter erhartet durch die Tatsache, 
dass ein Estradiolrezeptoragonist. mit dem die Bindungsstelle fur Estrogen besetzt 
wird, ohne dass es zu einer Wirkung in der Zelle kommt, die Wirkung von Cimicifuga 
- Extrakt auf die Progesteronfreisetzung unterdruckt. Das bedeutet, das der Effekt 
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nicht uritecte^jfisch JSt, sbndetn Ish 
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von Cimicifuga-ExtraKT nicht urppte^jfisch jSt, sbndetn IsJ^cfeifisch* • £ibei» • <len 
Estrogenrezeptor vermittelt wird, * * 



Zusammenfassend ist somit belegt. daS Cimicifuga racemosa - Extrakte und 
Belamcanda sinensis - Extrakte eine estrogene Wirkung besitzen, sie \Mrken aber 
organselektiv und wirken nicht am Uterus. 



Ferner wurde bezuglich Cimicifuga racemosa folgendes festgestellt: 



Die gunstigen Effekte von Cimicifuga racemosa bei der Behandlung von 
kirmakterischen Beschwerden sind klinisch gut dokumentiert. Bei Ratten wurden 
jedoch unterschiedliche Ergebnisse publiziert: Cimicifuga racemosa \A/eist keine 
m^^^ uterotrope Wirkung auf, Andererseits inhibiert es Hypophysen-LH bei 
^^^W ovarektomierten (ovx) Ratten. Daher \A/urde eine Reihe von Experimenten 
durchgefuhrt; 1 . Die Fahigkeit von Cimicifuga racemosa bzw. dessen angereicherte 
Fraktionen an den Estrogenrezeptor zu binden, wurde untersucht. 2. Die 
Transaktivierung eines Reportergenes vAjrde in MCF7-Zellen getestet. 3. Pulsatile 
LH-Sekretion in ovx-Ratten Oder Estradiol (E)-behandelten Ratten wurde gemessen. 
4. Ovx-Ratten wurden mit Cimicifuga racemosa-Extrakt zweimal taglich uber 8 Tage 
mit einer Dosis von ca. 16670 mg/kg, BW oral, behandelt. Serum LH und die 
Estrogenrezeptor-Genexpression wurde im Uterus und in der medio-praoptischen 
Region (POA) des Hypothalamus unter Verwendung einer semiquantitativen RT- 
PCR-Technik gemessen. 

^^pAd. 1: Cimicifuga racemosa enthielt verschiedene Fraktionen, die an den 
Estrogenrezeptor binden. 

Ad. 2: Sowohl Cimicifuga racemosa als auch gut gereinigte Fraktionen bewirkten 
eine erhote Luciferasegenexpression in den Estrogenantwort-Element/ 
Lucferasegen-transfizierten MCF7-Zellen. Ad. 3: Nach einer akuten Injektion von 
Cimicifuga racemosa ist die pulsatile hypophysare LH-Freisetzung signifikant 
vermindert (P< 0,05), jedoch traten die Wirkungen von Cimicifuga racemosa nicht so 
schnell auf in Vergleich mit Estradiol (1 \xg/kg BW). 

Ad.4: Zweimalige tagliche orale Gabe von hatte keinen EinfluS auf das Gewicht der 
Uteri, wogegen die Behandlung mit Estradiol die Uterusgewichte signifikant erhohte 
(P< 0,01). Die Genexpression des Estrogenrezeptors wurde durch Estradiol und 
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Cimicifuga racemosa- Fraktion, injbfespndere.llpop^tSle. Ffaktid^J^ignifikafit ««der 
POA des Hypothalamus stimuliert, 

Diese Ergebnisse lassen schlieBen. daS Cimicifuga racemosa an den 
Estrogenrezeptor binden und TransaktivierungbevA^rken. Diese Wirkung wird nicht 
im Uterus ausgefuhrt, jedoch im Gehim, wo sie eine Suppression der LH- 
Freisetzung verursacht. 
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Anspruche 



5 1 . Verwendung von Extrakten aus Cimicifuga racemosa als 

estrogenartiges organselektives Arzneimittel ohne oder 
wenigstens mit zu vernachlassigender uterotroper 
Wirkung. 

10 2. Verwendung von Extrakten aus Belamcanda sinensis als 

Estrogen-artiges organselektives Arzneimittel ohne oder 
wenigstens mit zu vernachlassigender uterotroper 
Wirkung uterotroper Wirkung. 

15 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet. daB der Extrakt zur Herstellung eines fertig 
formulierten Mittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von 
kardiovaskularen Erkrankungen, insbesondere Atherosklerose, 

20 dient. 

4. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dad der Extrakt zur Herstellung eines fertig 
fonmulierten Mittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe der 

25 Osteoporose. dient. 
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